血栓性疾病几乎遍布各个临床科室，包括以心肌梗死和脑梗死为代表的动脉血栓、以深静脉血栓和肺栓塞为代表的静脉血栓和以弥散性血管内凝血为代表的微血管血栓[@b1]。血栓性疾病严重威胁着人类的生命健康，其发病率在全世界高居各类疾病之首[@b2]。世界卫生组织（WHO）的数据显示，每年有超过750万人死于冠心病，超过670万人死于中风[@b3]。血栓性疾病的发生涉及众多因素，包括血管内皮损伤、血流动力学变化和血液成分的改变。其中，血小板激活是血栓性疾病的核心始动环节[@b4]。以动脉血栓为例，血液流经破裂的动脉粥样硬化斑块和受损的血管内皮时，高剪切力的作用激活血小板，进而血小板发生黏附、铺展和聚集，启动血栓形成过程，导致心肌梗死、脑梗死等严重疾病[@b5]。

当前，针对血小板的机制研究主要包括以下方面：①血小板膜受体GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物（GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ）、GPⅥ介导的黏附；②血小板G蛋白偶联受体（GPCR）介导的聚集；③血小板整合素αⅡbβ3介导的血小板铺展[@b6]。基于血小板活化机制研发的阿司匹林、氯吡格雷、普拉格雷等抗血小板药物已得到广泛应用[@b7]。遗憾的是，现有的抗血小板药物也都存在一定程度的缺陷，所以仍需深入研究血小板信号机制以提供药物治疗的新靶标。血小板膜受体GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ广泛参与到聚集、铺展和分泌等血小板活化进程中[@b8]，但针对该受体的抗血小板药物尚未应用于临床，因此深入了解和进一步研究血小板膜受体GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ的功能可以为防治血栓性疾病及研发新型抗血小板药物提供重要线索。在本文中，我们对GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物的结构、GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ信号通路的启动和下游信号以及基于GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ受体的抗血小板药物等研究进展进行综述。

一、GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物的结构

GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ表达于巨核细胞和血小板上，是启动血小板活化的关键，广泛参与聚集、铺展和分泌等血小板活化进程。每个血小板有约50 000个GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物[@b9]，每个GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物含有4个不同的跨膜亚基（GPⅠbα、GPⅠbβ、GPⅨ、GPⅤ），其亚基都属于富含亮氨酸的重复蛋白超家族[@b10]--[@b11]。GPⅠbα通过二硫键与GPⅠbβ按1∶2比例形成GPⅠb，GPⅠb又通过非共价键与GPⅨ以1∶1的比例组成GPⅠb-Ⅸ复合物[@b12]。最后GPⅠb-Ⅸ通过非共价方式与GPⅤ以2∶1的比例构成GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物[@b13]。

GPⅠbα（CD42b）是组成GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ受体复合物的核心成分，其N-末端部分是主要配体结合区，在高剪切应力条件下，对调节血管性血友病因子（VWF）的黏附起关键作用。此外，GPⅠbα的胞外域还能与涉及凝血和免疫的多种配体（FⅪ、FⅫ、凝血酶、血小板反应蛋白、高分子量激肽原、白细胞整合素αMβ2和P-选择素等）结合[@b14]。这些配体广泛参与到血小板的信号转导，共同交织成血小板的信号通路网。GPⅠbβ（CD42c）仅含有一个N-糖基化位点（Asn41），通过位于细胞外和跨膜结构域连接处的Cys122与紧邻的GPⅠbα以二硫键相连。GPⅠbβ胞质尾部的功能序列可与钙调蛋白和凋亡抑制蛋白14-3-3ζ相结合，并且参与血小板细胞骨架的重排。GPⅨ（CD42a）的细胞外结构域与GPⅠbβ具有超过45%的序列同一性，其细胞质尾部由8个残基组成，并且与细胞内蛋白质结合。GPⅤ（CD42d）仅通过跨膜结构域之间的微弱作用与GPⅠb-Ⅸ相关联，有研究表明GPⅤ能负向调节GPⅠb-Ⅸ功能[@b9],[@b15]--[@b16]，总之GPⅤ需与GPⅠb-Ⅸ共表达于胞膜上才能具有相关功能[@b17]，因此其在GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ受体复合物中的作用尚有待进一步研究。

二、GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ与VWF结合启动通路

血小板配体和受体的识别与结合是启动血小板信号传导（即血小板活化）的开始。VWF是GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物的相关配体之一，主要介导血小板的黏附反应[@b18]。在血流发生异常变化，特别是在高剪切应力的条件下，存在于内皮细胞上及内皮下基质中的VWF通过其A1结构域与GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合物中的GPⅠbα的N末端结构识别并结合。有报道显示，GPⅠbα的胞外近膜区域具有机械敏感性，能在VWF介导的拉力作用下发生延展[@b19]--[@b20]。GPⅠbα的另一个富亮氨酸重复结构（LRRD）同样在VWF的介导下发生构象变化[@b21]，这些构象变化启动了血小板胞内信号的传导、聚集、铺展和分泌等一系列血小板活化进程[@b22]。

三、GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ的主要下游信号分子及调节分子

在高剪切力的作用下，GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ与VWF之间的结合多是短暂而松散的，需要激活血小板整合素受体αⅡbβ3才能形成稳定的血小板黏附和聚集。因而在血小板活化过程中，由GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ启动的信号需通过下游信号传递并激活整合素受体αⅡbβ3，以下将重点介绍GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ的主要下游信号分子及调节分子。

1．Src家族激酶（SFK）：人血小板中包括7种SFK：Src、Yes、Lyn、Hck、Fyn、Fgr和Lck[@b23]。SFK广泛参与增殖、分化、黏附、运动等细胞活动。Src的结构是由N-末端14-碳肉豆蔻酰基、独特区段、SH3结构域、SH2结构域、蛋白质-酪氨酸激酶结构域和C-末端调节尾所构成[@b23]。Src、Lyn、Fyn这三种在血小板中高表达的SFK均涉及整合素和GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ受体信号传导的早期阶段。其中，Src和Fyn被认为是血小板的正性调节因子，而Lyn对血小板活化起双重调节作用[@b23]。GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ与VWF结合后，Src、Lyn与GPⅠbα的胞质尾部和细胞骨架相互作用[@b24]，同时，Fyn与蛋白激酶Cζ型（PKCζ）相互作用，诱导磷酸化和促进激活[@b23]。SFK的下游靶标包括衔接蛋白LAT和ADAP、PLCγ2、酪氨酸激酶Btk、丝裂原活化蛋白激酶Erk1和Erk2等[@b25]。抑制磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）和Ca^2+^会阻碍GPⅠb-Ⅸ介导的整合素激活但不抑制酪氨酸磷酸化，而抑制SFK则会阻断所有GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ介导的信号[@b26]，表明SFK在GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ信号传导中发挥着重要作用。

2．PLCγ2：磷脂酶C家族（PLC）是连接多条血小板激活信号通路的枢纽，人血小板的PLC家族成员包括PLCγ2、PLCβ2、PLCβ3[@b27]--[@b28]。血小板GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ信号通路主要涉及PLCγ2，其结构包含SH2、SH3和分裂PH域[@b29]。PLCγ2激活主要是通过Syk介导的蛋白酪氨酸磷酸化，其活化受到PI3K的调节，抑制PI3K可显著抑制GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ诱导的PLCγ2的活化[@b30]。此外，近年来研究表明GPCR激动剂（如凝血酶）也可以通过活性氧（ROS）依赖的信号通路诱导PLCγ2磷酸化和活化[@b31]。活化的PLCγ2能将二磷酸磷脂酰肌醇（PIP2）水解成二酰基甘油（DAG）和三磷酸肌醇（IP3），IP3结合IP3受体，使Ca^2+^从致密管状系统释放到细胞质中，胞质钙离子浓度升高，进一步调节血小板黏附，铺展等活动[@b32]。

3．PI3K：PI3K是一种磷脂酰肌醇激酶，其本身既具有丝氨酸/苏氨酸（Ser/Thr）激酶的活性，也具有磷脂酰肌醇激酶的活性。p85作为PI3K的调节亚基，与GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ作用，并且介导Src与GPⅠb的结合[@b24]。PI3K能够磷酸化磷脂酰肌醇二磷酸（PIP2）肌醇环将其转化为三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3），从而介导3-磷酸肌醇依赖性激酶1（PDK1）和Akt（Protein kinase B, PKB）同种型的膜易位，激活Akt[@b33]。Akt又能磷酸化并激活内皮NOS，刺激cGMP途径，导致颗粒分泌和GPⅠb-Ⅸ依赖性血小板活化[@b34]。PTEN蛋白能通过水解PIP3抑制PI3K-Akt和cGMP信号通路[@b35]。在静态条件下，GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ介导的Src，PLCγ2活化和钙离子浓度改变的信号途径不受PI3K活性的影响[@b25]。而在高剪切力的影响下，抑制PI3K能降低血小板的聚集能力[@b36]，其中的机制仍有待深入研究。

4．14-3-3ζ：14-3-3ζ作为14-3-3蛋白家族的成员，能识别许多胞内蛋白质中磷酸丝氨酸/磷酸苏氨酸的结合基序，在真核细胞的信号转导途径中发挥衔接子/调节剂作用[@b37]。在哺乳动物中，14-3-3蛋白家族包括7个亚型：β/α、ε、η、γ、τ/θ、ζ和σ，14-3-3ζ被认为与细胞转化、增殖和抑制凋亡直接相关[@b38]。就血小板而言，14-3-3家族成员一般位于胞质中，也有报道显示14-3-3ζ可以存在于致密颗粒[@b37]。14-3-3蛋白与GPⅠbα的C末端序列结合，在GPⅠb-Ⅸ信号传导中起着重要的衔接作用[@b39]。实验显示，在表达人GPⅠb-Ⅸ和αⅡbβ3的CHO细胞中，GPⅠbα的C-末端14-3-3ζ结合位点的缺失抑制了VWF诱导的整联蛋白的激活[@b40]。相关实验表明由VWF或低剂量凝血酶诱导的GPⅠb-Ⅸ依赖性的血小板活化信号传导可能都需要14-3-3ζ与GPⅠbα的细胞质结构域的结合，其共同的下游信号分子包括Rac1、Lyn、PI3K、Akt、cGMP、p38、ERK1/2和LIMK1[@b37]。此外，14-3-3ζ可与GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ复合体中的GPⅠbβ结合，但破坏GPⅠbβ结合位点不会影响14-3-3ζ与GPⅠb-Ⅸ相互作用，提示14-3-3ζ与GPⅠbα结合并不依赖GPⅠbβ[@b41]。

5．丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）：MAPK在GPⅠb-Ⅸ介导的血小板聚集和黏附中起着至关重要的作用。已经在血小板上发现4个MAPK亚组：ERK1/2、p38、JNK1/2和ERK5[@b42]。其中p38和ERK1/2最早被证明在GPⅠb-Ⅸ介导的信号转导中对整合素激活具有重要作用[@b8]。ERK5也称为大丝裂原活化蛋白激酶-1（BMK1），与细胞增殖、迁移、血管生成等多种细胞活动过程有关[@b43]。ERK5在小鼠胚胎成纤维细胞和TNF-α诱导的成骨细胞凋亡中可以调节Akt的活化[@b44]。近年来已有多项研究显示ERK5参与调节血小板活化。Cameron等[@b45]发现ERK5是缺血条件下的血小板激动剂，它能调节心肌梗死后多种血小板蛋白的表达。本课题组前期研究发现ERK5参与调控Botrocetin/VWF诱导的血小板GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ信号通路，并且发现了人血小板中与ERK5特异性结合的蛋白CKⅡ以及Src-Raf-MEK5-ERK5/CKⅡ-PTEN信号途径[@b46]。

四、GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ通路与其他血小板活化信号的关联

血小板活化的信号通路研究已经开展数十年，近年来的研究观点揭示了极其复杂的信号传导和扩增网络[@b34]。同样，GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ介导的信号传导并不是单一通路，也是由复杂的信号网构成。GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ既可以通过与VWF识别结合引发一系列的级联反应，促使血小板聚集、形成血栓，也可以与其他的血小板活化的信号通路相关联，如由凝血酶引发的蛋白酶激活受体（PAR，G蛋白偶联受体家族成员）介导的信号通路。其原因是GPⅠb-Ⅸ上除了有结合VWF配体的位点外，还能与凝血酶等配体结合，这一点对低剂量凝血酶诱导的血小板活化尤为关键。通常情况下，当PAR的N末端结构域被凝血酶切割时，暴露一个与受体分子结合的配体序列，使得PAR激活，从而通过G蛋白启动胞内信号传导[@b39]。当血管损伤（如激光诱导的动脉损伤模型）较微弱，只能检测到低浓度凝血酶的情况下，GPⅠb-Ⅸ与凝血酶的结合对体内血小板血栓的形成至关重要[@b39]。当然，GPⅠb-Ⅸ在凝血酶诱导的血小板活化过程中的作用尚存在争议，部分报道支持GPⅠb-Ⅸ是作为一种独立的凝血酶受体，引发血小板活化[@b47]；更多的学者认为GPⅠb-Ⅸ本身不足以引发血小板对凝血酶的反应，而是协同PAR依赖性的信号传导共同促进血小板反应[@b48]，GPⅠb-Ⅸ和PAR之间的这种相互协作过程需要GPⅠb-Ⅸ特异性的14-3-3-Rac1-LIMK1信号通路以及GPⅠb-Ⅸ非依赖性的PAR信号传导[@b39]，其详细的信号通路的交联与调节机制仍有待研究。

五、GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ信号的抗血小板药物研发和前景

目前广泛应用于临床的阿司匹林、氯吡格雷、普拉格雷等抗血小板药物都不尽完美，如阿司匹林通过乙酰化COX-1（环氧合酶）来抑制血栓素A2的产生，发挥抗血小板的作用，但阿司匹林可能出现抗栓无效的阿司匹林抵抗现象，以及延长出血时间和严重呕吐等不良反应；氯吡格雷和普拉格雷作为血小板P2Y12受体拮抗剂，可以抑制ADP引起的血小板活化，却也可以引起颅内出血等严重出血事件[@b49]。此外，部分患者（如冠脉支架植入术后）需要联合应用两种甚至多种抗血小板药物防止血栓事件。所以新型药物的研究与开发迫在眉睫，仍需深入研究血小板信号机制以提供药物治疗的新靶标[@b50]。

近年来处于研究阶段的靶向药物逐日增多，如针对GP Ⅵ（Troα6和Troα10）、P2Y1/P2Y12（GLS-409）、PAR1（PZ-128）、PAR4（BMS-986120）和Syk（BI1002494和PRT-060318）分子的相关药物[@b51]。其中，基于GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ受体的抗血小板药物主要包括以下研究：ALX-0081和ARC1779作为两种新型的抗VWF药物，其研究目前已经进入临床试验阶段；Anfibatide是一种从Agkistrodon acutus蛇毒中纯化出来的直接抗GPⅠbα药物，能有效降低心梗发生率且不影响生理止血功能[@b52]；RAM.1（大鼠单克隆抗体）靶向作用于GPⅠbβ，研究显示其能抑制凝血酶的产生和血栓生长[@b53]；14-3-3ζ信号分子的靶向药物MPαC能选择性干扰14-3-3ζ与GPⅠbα的结合，是血小板黏附的抑制剂[@b41]；RB-011作为14-3-3ζ二聚体的去稳定剂，能够抑制血小板的活化，起到类似于14-3-3ζ缺乏的作用[@b54]。此外，最新的研究显示，传统中草药人参的活性成分人参皂苷Rp3（Ginsenoside-Rp3）能通过干扰血小板活化信号轴（SFK/PLCγ2/Ca2^+^、cAMP/P-VASP、MAPK）阻止整合素αⅡbβ3a活化，降低体内血栓形成风险[@b55]。

六、结语

血小板膜受体GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ在血小板活化中具有关键作用，且广泛参与血栓形成的各个阶段。对于GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ受体机制的研究日益增多，但基于GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ的抗血小板药物尚未应用于临床。因此，血小板膜受体GPⅠb-Ⅸ-Ⅴ的机制仍有待深入研究，进而为研发新型抗血小板药物及血栓性疾病的防治提供理论基础。
